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第 1 章 研究の背景 
 
1-1 関節リウマチの特徴  
	 関節リウマチ（Rheumatoid Arthritis：RA）は慢性、進行性の全身性自己免疫
疾患で、関節滑膜組織の炎症が骨・軟骨の破壊、変形を引き起こし、QOL (Quality 
of Life) を低下させる[1][2]。 
	 罹患患者は北米・北欧人口の 0.5 - 1.0 ％、日本においては有病率 0.3 ％、
発生率 0.04 - 0.09 ％とされ、女性の罹患は男性の 3 倍ほどであり[3]、その発
症年齢は 20 - 60 歳と活動性の高い時期である。発症から 2 年の間に関節破壊
がみられるとされ[4][5]、早期の診断・治療によりこれを防ぐことが、長期的な
予後を改善するために重要である[6]-[9]。 
 
1-2 関節リウマチの画像診断  
	 RA の診断に関して感度・特異度ともに十分といえるものはなく[10]、採血検
査における RF や抗 CCP 抗体等のマーカー、手のこわばりや関節の腫脹・疼痛
といった臨床症状の評価に加えて画像検査が行われる。現在さまざまな画像検
査が診断補助や疾患活動性の評価を目的として行われており、単純 X 線写真、
超音波検査、CT、MRI、PET、SPECT 等が挙げられる． 
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 単純 X 線写真は簡便であり、広く利用されているが、変形の所見がみられた
際にはすでに病期が進行しており、初期の骨びらんや滑膜炎をとらえることは
困難である[11][12]。超音波検査は初期滑膜炎を検出可能であるが、検者の技量
によるところが大きい。MRI は超音波検査よりも早期関節炎発見に優れるとさ
れ [13][14]、PET・SPECT は放射性標識を介して骨代謝および滑膜の増生を明
らかにすることができる[15] [16]。しかしこれらの画像検査には、造影剤・放
射性医薬品による副作用、費用、検査に必要な時間、専門医による検査・読影
の必要性、多関節の同時検査が困難、といった欠点が存在する。 
 
1-3 近赤外蛍光イメージングとインドシアニングリーン  
	 新しい画像評価の方法として、ナノ粒子と光を使用した蛍光イメージングの
報告[17][18]が散見される。これらは、径 10〜200 nm のナノ粒子が増殖の速い
腫瘍組織の間質腔に透過性が異常に亢進した毛細血管より漏出・蓄積する現象
である、EPR（enhanced permeability and retention）効果を利用している(図
1) [19]-[22]。この EPR 効果によって漏出・蓄積するナノ粒子を蛍光標識し、光
を照射することによってイメージングが行われている。 
	 700〜1000 nm の近赤外線は、生体における水・ヘモグロビン・メラニンな
どによる吸収が少なく、生体透過性が良好で、近赤外蛍光を発する薬剤を生体
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内投与したのち表面から可視化できるという特徴がある[23]。インドシアニン
グリーン（indocyanine green：ICG）は血中では励起波長を 800 nm 付近に持
ち、近赤外線を照射すると 800〜850 nm の蛍光波長を発する[24]。現在 ICG を
用いた近赤外蛍光イメージングが保険適応となっており、各種癌のセンチネル
リンパ節の同定、冠動脈バイパスのグラフト・脳脊髄動静脈奇形・肝動脈・皮
弁などの血管評価、胆管造影[25][26]、脊髄腫瘍の局在評価[27]-[29]などの術中
診断として臨床使用されている。一方、静注後 2 秒以内にその 98 %が血漿中
のタンパク質と結合し、15 分以内に投与量の 95 %以上が肝臓に集積・代謝さ
れるため[30][31]、撮像のタイミングが難しく、造影検査のように注入後継続し
ての動画観察は可能だが、撮像タイミングを決定した静止画での画像化は困難
であった。 
 
1-4 インドシアニングリーン内包ナノ粒子（ ICG ラクトソーム）  
	 京都大学と島津製作所の共同研究により開発された「ラクトソーム」は、親
水性の poly-sarcosine と疎水性の poly-L-lactic acid からなる、乳酸系両親媒性
ポリペプチド高分子ミセル（PS-PLLA）である[32]。このラクトソームに乳酸
基で ICG 標識した「ICG ラクトソーム」（図 2）は径 35 nm のナノ粒子で、生
体分解性であるため安全性が高い[33][34]。ナノ粒子は細網内皮系
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（ Reticuloendothelial System：RES ）に認識されにくく、腎排出されにくい
という特徴を持ち[35]、さらに腫瘍組織ではリンパ系が未発達となっているた
め、ICG ラクトソームは血管内に長時間滞留する。加えて EPR 効果により腫
瘍組織の血管透過性の亢進した毛細血管から漏出・蓄積することで、選択的に
集積し、腫瘍の画像化が可能となっている [36]。 
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第 2 章 研究の仮説と目的 
 
	 2-1 仮説   
	 RA の関節炎の画像診断において、初期の関節炎を捉えることができ、短時
間で、検者に専門的技能が必要のない、簡易で安全な方法があれば診断が容易
になる。これは早期治療開始に寄与し、結果として関節破壊の防止につながり、
QOL の改善が得られると考えた。そこで、蛍光イメージングの可能性があるイ
ンドシアニングリーンに着目し、その効果を高める ICG ラクトソームを用いる
ことで、RA 関節炎の早期診断が可能であるとの仮説をたてた。 
 
2-2 目的   
	 本研究の目的は、RA モデルマウスの関節炎において①ICG ラクトソームを
用いた近赤外蛍光イメージングが可能であるかを検討すること、②ICG ラクト
ソームを用いた近赤外蛍光イメージングが早期関節炎を検出可能であるかを検
討することである。  
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第 3 章 対象 
	 本研究における動物実験は筑波大学動物実験取扱規程に従い、筑波大学動物
実験委員会の承認を得て行った。  
 
3-1 実験動物  
	 本研究の実験では RA モデルマウスとして SKG / Jcl マウス（CLEA Japan, 
Inc., Tokyo, Japan）の雌を合計 45 匹使用し、筑波大学生命科学動物資源セン
ター内で飼育・管理した。 
	 SKG / Jcl マウスはヒト関節リウマチと酷似した免疫性関節炎を発症する。常
染色体劣性遺伝で、ZAP-70 遺伝子の点突然変異を有し、一般的な環境では生
後 2 ヶ月頃より関節腫脹（雌＞雄）をきたす。関節腫脹は前足指骨間関節に左
右対称性に始まり、その後手関節、足関節に及ぶが、手足関節から始まる個体
や、同時に始まる個体もある。雌の方が若干進行が早く重症度が高い傾向があ
る。免疫学的には血清中に IgM 型 RF、抗 II 型コラーゲン抗体、結核菌 HSP70
と反応する抗体を持ち、加齢に伴い免疫グロブリン糖鎖異常をきたす[37]。SPF
（Specific Pathogen Free）環境下においては関節炎の発症が抑制され自然発症
しにくい特徴を持つため、自然免疫を抗原非特異的に活性化すると慢性関節炎
が同期して全例に惹起される[38]。 
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 関節炎は過去の文献に従い[39] mannan 20 mg（Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, 
MO, USA）を腹腔投与し発症させた。 
	 実験中の麻酔は Pentobarbital Sodium（Somnopentyl、Kyoritsu Seiyaku Co., 
Tokyo, Japan）を 5 倍希釈し、1.0 〜 1.2 ml / body 腹腔内投与、もしくは
Isoflurane（Escain、Pfizer Japan Inc., Tokyo, JAPAN）吸入による全身麻酔で
行った。検体採取時は Pentobarbital Sodium 1.5 ml を腹腔内投与し安楽死させ
た。 
 
3-2 使用機器と材料  
	 ICG、ICG ラクトソームの関節炎部位への集積を確認するため、蛍光 in vivo
イメージング装置は Xenogen IVIS Spectrum（Living Image® Version 4.3.1、
PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA）を励起波長：745 nm、蛍光波長：840 nm
で使用し画像撮影を行った（図 3）。	  
	 実験では光感受性物質として Indocyanine green（Diagnogreen、DAIICHI 
SANKYO Co., Tokyo, Japan）、ICG-Lactosome（SHIMADZU Co., Kyoto, Japan）
を用いた。 
	 通常のマウス用の飼料には蛍光物質が含まれるため、SKG / Jcl マウスの飼料
として、実験の 2 週間前より蛍光物質の含まれない ivid #2（ORIENTAL YEAST 
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CO., LTD, TOKYO, JAPAN）を用いた。 
	 統計学的検討の統計ソフトウェアはSPSS Statistics 21（IBM Co., Armonk, 
New York, USA）を用いた。 
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第 4 章  
RA モデルマウスにおける	 
近赤外蛍光イメージング（実験 1）	 
	 
4-1	 方法	 
	 SKG/Jcl マウスを用いて、ICG、ICG ラクトソームとも次の 2 群を設定した。 
・ 関節炎群（4 匹 8 肢）：8 週齢の時点で mannan 20 mg を腹腔内投与して関
節炎を誘発し、14 週齢まで飼育した。 
・ control 群（4 匹 8 肢）：14 週齢まで飼育した。 
ICG ラクトソーム（ICG 2 nmol / mg 内包）は生理食塩水に溶解し 2.0 mg / 0.1 
ml / body、ICG はそれと等 mol （4.0 nmol）の ICG を 30G 針を用いて尾静脈
投与し、次の 1) 〜 5)の評価を行った。  
 
1) 関節炎スコアによる肉眼的評価  
	 過去の文献[61]に従い、ICG ラクトソーム投与群の肉眼的関節炎スコアを測
定した。手指・足趾は指間骨関節の腫脹がみられたら 0.1 点、手関節・足関節
はくびれの消失やアキレス腱付着部がまるみを帯びたものを 0.5 点、凸になっ
たものを 1.0 点とした。 
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2) 関節炎の病理学的評価  
	 実験終了後、マウスを安楽死させ両後肢を切断し、10 %ホルマリンにて固定
した。脱灰処理後、足関節正中矢状断の切片を作製し、①Hematoxylin and Eosin
（H&E）染色、②Safranin O 染色、③Toluidine Blue 染色を行った。各染色の
切片は光学顕微鏡（BX51、OLYMPUS Co., Tokyo, JAPAN）を用いて病理組織
学的観察を行った。  
 
3) IVIS Spectrum による画像評価  
	 ICG、ICG ラクトソームの関節炎部位への集積を確認するため、蛍光 in vivo
イメージング装置（IVIS Spectrum）を励起波長：745 nm、蛍光波長：840 nm
で使用し画像撮影を行った。ICG は尾静注直後・10・30・60・90・120 分・24
時間後、ICG ラクトソームは尾静注直後・3・6・12・24・48 時間後で行った。
また ICG ラクトソーム投与群において、投与 24 時間後の control 群と関節炎群
の同時撮影を行った。 
 
4) 蛍光強度比の算出  
	 足関節に径 3.5 mm の関心領域 ROI（Region Of Interest）を設定し、蛍光強
度を測定した。各画像撮影時間の ROI 値を、ICG ラクトソーム未投与時の ROI
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値で除して蛍光強度比を算出した（図 4）。 
 
5) 蛍光強度比の統計学的解析  
	 各画像撮影時間での control 群と関節炎群の蛍光強度比を Mann-Whitney’s 
U-test で、関節炎群内での蛍光強度比を Wilcoxon 符号付順位和検定を用いて検
定した(p<0.05)。 
 
6) 組織連続切除による蛍光部位の特定  
	 SKG / Jcl マウス雌 8 週齢 6 匹（12 肢）に mannan 20 mg を投与、関節炎を
誘発し、14 週齢（関節炎誘発後 6 週）まで飼育した。その後 ICG ラクトソー
ム（ICG 2 nmol / mg 内包）を生理食塩水に溶解し 2.0 mg / 0.1 ml / body を 30G
針を用い尾静脈投与した。蛍光部位を特定するため、ICG ラクトソーム投与 24
時間後に、外科的に皮膚切除、筋切除、関節掻爬を段階的に行い、それぞれ IVIS 
Spectrum で画像を撮像した。加えて ROI 値を測定、蛍光強度比の算出を行い、
統計学的検討を Wilcoxon 符号付順位和検定を用いて検定した(p<0.05)。 
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4-2	 結果	 
1) 関節炎スコア  
	 SKG / Jcl マウスの雌 8 週齢に mannan 20 mg を投与し、14 週齢まで飼育し
た時点での関節炎スコアを図 5 に、肉眼的所見を図 6 に示す。関節炎群（4 匹）
のスコアの平均は 4.73 ±0.62、control群(4匹)は 0で、関節炎群はどの個体も、
肉眼的に関節炎発症を確認可能であった。 
 
2) 病理組織学的評価  
	 図 7 に Hematoxylin and Eosin（H&E）染色、図 8 に Safranin O 染色、図 9
に Toluidine Blue 染色を示す。 
	 H&E 染色においては control（14 週齢）に比し、関節炎誘発後 2 週（10 週齢）
で滑膜細胞層の肥厚がみられ、関節炎誘発後 4 週（12 週齢）・関節炎誘発後 6
週（14 週齢）では滑膜細胞の肥厚に加えて、炎症細胞の浸潤がみられた。 
	 Safranin O 染色においては、control に比し、関節炎誘発からの時間経過とと
もに染色濃度が淡くなり、軟骨プロテオグリカンの減少がみられた。 
	 Toluidine Blue 染色においても、control に比し、関節炎誘発からの時間経過
とともに染色濃度が淡くなり、軟骨細胞の減少がみられた。 
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3) IVIS Spectrum による画像  
	 図 11A に ICG における蛍光イメージング画像を、図 11B に ICG ラクトソー
ムの蛍光イメージング画像を示す。ICG においては関節炎群・control 群とも
10 分後以降、肝臓に速やかに集積して足関節に集積なく、24 時間後において
は体内からほぼ消失した。ICG ラクトソームでは関節炎群において、3 時間後
より足関節の蛍光強度上昇を認めたが、control 群では上昇を認めなかった。ま
た関節炎群・control群とも48時間後においても全身の蛍光強度上昇を認めた。 
	 図 12 に ICG ラクトソーム投与群における、投与 24 時間後の control 群と関
節炎群の肉眼的所見と IVIS Spectrum 同時撮影画像を示す。同時撮影において
は control 群では蛍光強度の増強がみられず、関節炎群の足関節にのみ蛍光強
度の増強がみられた。 
 
4) 蛍光強度比と統計学的解析  
	 ICG における蛍光強度比の平均（8 肢）を図 13 に示す。control 群は直後 5.36
（±0.82）倍、10 分後 2.51（±0.95）倍、30 分後 2.23（±0.73）倍、90 分後
2.15（±0.60）倍、120 分後 2.01（±0.53）倍、24 時間 1.10（±0.04）倍であ
った。関節炎群においては直後 9.84（±4.41）倍、10 分後 4.71（±2.80）倍、
30 分後 3.68（±2.34）倍、90 分後 3.37（±1.92）倍、120 分後 3.01（±1.39）
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倍、24 時間 1.04（±0.11）倍であった。ICG の蛍光強度比は、両群とも投与
直後が最大であったが、その蛍光強度比は 10 倍に満たず、統計学的有意差を
認めなかった。 
	 ICG ラクトソームにおける蛍光強度比の平均（8 肢）を図 14 に示す。control
群は直後 35.59（±12.83）倍、3 時間後 31.25（±10.91）倍、6 時間後 33.00
（±8.84）倍、12 時間後 32.10（±7.83）倍、24 時間後 32.88（±6.47）倍、
48時間後24.12（±5.32）倍であった。関節炎群においては直後85.62（±34.48）
倍、3 時間後 99.10（±23.02）倍、6 時間後 126.83（±18.26）倍、12 時間後 
148.10（±20.87）倍、24 時間後 161.24（±29.71）倍、48 時間後 109.71（±
32.47）倍であった。ICG ラクトソーム群では、関節炎群の蛍光強度比が最高
で 150 倍近くまで上昇したのに対し、control 群は 50 倍未満であった。また
control 群に比べて関節炎群の蛍光強度比が、各時間で統計学的に有意に大きか
った。関節炎群内での蛍光強度比の比較においては、ICG ラクトソーム投与後
24 時間で蛍光強度比はピークを迎え、その他の時間より統計学的に有意に蛍光
強度比が大きかった。 
 
5) 組織連続切除による蛍光部位の特定  
	 図 15 に外科的組織連続切除による蛍光輝度の変化を示す。皮膚・筋の切除
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により足関節の蛍光輝度は低下しなかったが、可及的に関節包を切除・掻爬す
ると足関節の蛍光輝度は低下した。図 16 では下肢の皮膚切除を行った IVIS 
Spectrum 画像と単純 X 線写真の対比を示す。皮膚切除を行うことにより膝関
節の蛍光輝度が上昇している。図 17 に皮膚切除前後と関節包・滑膜切除後の
蛍光強度比の平均（12 肢）を示す。皮膚切除前の強度比は 158.85（±20.82）
倍、皮膚切除後は 175.01（±21.83）倍、関節包・滑膜切除後は 69.80（±9.77）
倍であった。また皮膚切除前・皮膚切除後・滑膜切除後すべて蛍光強度比の間
に統計学的有意差を認めた。 
	 
4-3	 考察	 
1)  先行研究と研究の新規性	 
	 我々のグループは、これまでに蛍光物質に ICG ラクトソームを用いて、乳癌
のラットにおける脊椎転移モデル、マウスにおける脛骨転移モデルで近赤外蛍
光イメージングが可能であることを確認した（図 20）[40]。	  
	 悪性腫瘍においては、新生血管の壁が未成熟で、ナノレベルの粒子が血管外
に創出し滞留する ERP 効果があると言われており、分子イメージングや抗が
ん剤の Drug Delivery System に利用されている[41]。 
	 RA モデルマウスの関節炎においては血管新生、増殖滑膜における血流増加
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やマクロファージの活性化による IL-6、IL-1β、TNFα等のサイトカインにより
毛細血管の透過性が亢進している[42]-[47]。 
	 ICG やその他の蛍光物質を用いて、CIA（Collagen Induced Arthritis）ラット
や Borrelia 誘発性の Lyme 関節炎モデルマウスの評価を行った報告はみられる
が[48]-[52]、診断の簡易化を目指して、関節炎に対し ICG ラクトソームを用い
たものは本研究が初めてである。 
 
2) 関節炎スコア・病理組織学的学所見  
	 RA の病態に最も近い実験動物として SKG / Jcl マウスを選択したが、関節炎
誘発後 6 週の時点では、全例関節炎スコアは上昇し、H&E 染色による病理組織
学的所見においても強い滑膜炎の所見がみられ、対象動物として適当であると
考えられる。 
 
3) IVIS Spectrum 画像・蛍光強度比  
	 直径＞8 nm のナノ粒子は腎臓基底膜を通過できず、血中に残留する。血中に
滞留するナノ粒子は RES（肝臓・脾臓・骨髄）、肝臓のクッパー細胞や肝細胞
に取り込まれるが、ナノ粒子の表面電荷と疎水性は、血漿タンパク質による吸
着やオプソニン化を促進し、RES の食細胞による認識を高める結果となる[33]。 
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 ICG ラクトソームの径は 35nm であり、ミセル表面を親水性の poly-sarcosine
が覆っているため血漿タンパク質による吸着が阻害され、腎臓や肝臓で代謝さ
れにくいと考えられる[35] [53]。マウスにおける ICG ラクトソームの血中半減
期は 17.8 時間と報告されている[34]。これらのことから ICG と比較し、ICG ラ
クトソームの蛍光画像は長期にわたり全身の蛍光輝度が上昇し、その関節炎群
においては EPR 効果により血管外に漏出・蓄積したことで蛍光強度比は 24 時
間後がピークとなったと考えられる。このことから ICG ラクトソームを用いた
画像評価は、投与後 24 時間が最適と考える。しかし RA 以外の関節炎でも同様
の結果となるかは、さらに検証が必要である。 
 
4) 蛍光部位の特定  
	 IVIS Spectrum の画像においては、蛍光物質がカメラに近い（遮蔽物が少な
い）ほど蛍光強度が上昇する。SKG / Jcl マウスは体毛で覆われており、手指・
足趾には固定のテープを貼付しているため、手関節・足関節のみ蛍光輝度が上
昇している。体毛ごと皮膚を切除し下肢を露出させると膝関節の蛍光輝度上昇
が確認できることから、他の関節炎部位でも実際には ICG ラクトソームが漏出
していると考えられる。 
	 足関節において皮膚を切除すると有意に蛍光強度比が上昇するため、皮膚に
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は蛍光物質が存在せず、皮膚はそれより深部に存在する蛍光物質を遮蔽してい
ると考えられる。また大腿の筋・骨露出部の蛍光輝度は低く、これらの組織で
は蛍光物質の漏出はおこっていない。足関節の関節包と滑膜を切除・掻爬する
ことで蛍光輝度が低下、蛍光強度比も有意に低下するため、同部に蛍光物質が
局在すると考えられる。 
 
5) ICG 単独のイメージングとの比較  
	 健常者と RA 患者の手において ICG 単独でのイメージングを行い、健常な関
節と関節炎を起こした関節を区別可能であったという報告[54]、また MRI と同
等の早期関節炎検出能や、治療効果の評価が行えたとの報告がある[54]-[58]。
MRI に比し費用が少なく、撮像時間も数秒と短時間で、副作用の起こる可能性
のある造影剤を使わず装置も簡単である一方、ROI の測定や専門的判断を要し
ている。 
	 ICG ラクトソームによるイメージングは、ICG 単独のイメージングと比較す
ると診断がより簡易で専門的な判断が必要なく、また視覚的にも関節炎部位が
クリアで関節炎検出能も上昇させることができると考えられる。 
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第 5 章  
 ICG ラクトソームを用いた  
早期関節炎の検出（実験 2）  
	 
	 実験 1 において完成した関節炎は描出可能であった。しかし早期治療の開始
が関節破壊の防止につながるため、初期の変化を捉えることが重要である。こ
の実験 2 では、ICG ラクトソームを用いた蛍光イメージングが、肉眼的検出よ
り早期に関節炎が観察可能であるかを検討した。 
	 
5-1	 方法	 
	 SKG / Jcl マウスを用い、8 週齢の時点で mannan 20 mg を腹腔内投与して関
節炎を誘発後、次の 4 群を設定した。 
・ 関節炎誘発後 1 週群（10 匹 20 肢）：9 週齢まで飼育した。 
・ 関節炎誘発後 2 週群（10 匹 20 肢）：10 週齢まで飼育した。 
・ 関節炎誘発後 6 週群（10 匹 20 肢）：14 週齢まで飼育した。 
・ 関節炎誘発後 2 年群（3 匹 6 肢）：2 年齢まで飼育した。 
ICGラクトソーム（ICG 2 nmol / mg内包）を生理食塩水で溶解し、2.0 mg / 0.1ml 
/ body を 30G 針を用い尾静脈投与し、以下の評価を行った。 
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1) IVIS Spectrum による画像評価  
	 実験 1 と同様に蛍光 in vivo イメージング装置（IVIS Spectrum）を励起波長：
745 nm、蛍光波長：840 nm で使用し、実験 1 の結果から、蛍光強度が最大と
なる ICG ラクトソーム投与後 24 時間の画像を撮像した。 
 
2) 蛍光強度比の算出と統計学的解析  
	 実験 1 と同様に足関節に径 3.5 mm の関心領域 ROI を設定し、蛍光強度・蛍
光強度比を算出、Mann-Whitney’s U-test で統計学的解析を行った。       
 
3) 蛍光強度比と病理組織学的評価  
	 実験 1 と同様に実験終了後、マウスを安楽死させ両後肢を切断し、10 %ホル
マリンにて固定した。脱灰処理後、足関節正中矢状断の切片を作製し、H&E 染
色を行い光学顕微鏡 BX51 で観察、下記のように関節炎誘発後 1 週と 2 週のマ
ウスにおける足関節の滑膜炎スコアを算出した。 
	 滑膜炎スコアは過去の文献に従い[59]次の 2 つの所見を点数化し、その和を
算出した。測定は、距骨と脛骨（足関節）の前方部位の滑膜を対象とした。点
数化に関しては①滑膜における滑膜細胞の層が、細胞数1〜2のものを0 point、
2〜4 のものを 1 point、4〜9 のものを 2 point、10 以上のものを 3 point、②炎
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症細胞の浸潤がないものを 0 point、軽度のものを 1point、中程度のものを 2point、
重度でパンヌスの形成を認めるものを 3point とした。滑膜炎スコアの平均値を
算出し、Mann-Whitney’s U-test で統計学的解析を行った。 
 
5-2 結果	 
1) 関節炎スコアの算出   
	 図 21 に関節炎誘発後 1 週（10 匹）、2 週（10 匹）、６週（10 匹）、2 年（3
匹）の関節炎スコアの平均値の比較を示す。関節炎発後 1 週の平均は 1.68 ±
0.91、2 週の平均は 2.96 ±0.39、6 週の平均は 4.69 ±0.54、2 年の平均は 5.53 
±0.06 で、各群間に統計学的有意差を認めた。 
 
２) IVIS Spectrum による画像   
	 図 22 に 14 週齢の control、関節炎誘発後 1 週、2 週、6 週、2 年の SKG / Jcl 
マウスの ICG ラクトソーム投与後 24 時間の IVIS Spectrum 画像と蛍光強度比
を示す。関節炎誘発後 1 週・2 週においては、足関節に蛍光輝度の上昇がみら
れない個体がみられたが、関節炎誘発後 6 週ではすべての個体で蛍光輝度が上
昇していた。関節炎誘発後 2 年では足関節蛍光輝度上昇はみられなかった。 
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３) 蛍光強度比と統計学的解析  
	 図 23 に 14 週齢の control と、8 週齢で関節炎を誘発し、誘発後 1 週・2 週・
6 週・2 年の SKG / Jcl マウスの ICG ラクトソーム投与後 24 時間での蛍光強度
比の平均を示す。control は実験 1 で得た結果を使用している。関節炎誘発後 1
週（20 肢）は 73.06（±57.72）倍、誘発後 2 週（20 肢）は 150.41（±64.17）
倍、誘発後 6 週（20 肢）は 156.92（±26.14）倍、誘発後 2 年（6 肢）は 73.06
（±57.72）倍であった。①control、関節炎誘発後 1 週関、誘発後 2 年、②関
節炎誘発後 2 週と誘発後 6 週の間には統計学的有意差はみられなかった。また
関節炎誘発後 1 週と 2 週の間には有意差がみられた。 
 
4) 病理組織学的評価：滑膜炎スコア  
	 図 24 に代表的な H&E 染色における滑膜炎スコア、図 25 に関節炎誘発後 1
週（16 肢）と 2 週（16 肢）の滑膜炎スコア（最大 6 点）の平均値の比較を示
す。関節炎誘発後 1 週の平均値は 1.41（±0.88）、2 週は 3.25（±64.17）で
統計学的有意差を認めた。また関節炎誘発後 2 年(6 肢)では滑膜は消失してい
た。 
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5-3 考察  
	 各群の肉眼的な関節炎スコアは、過去の文献に記載された関節炎スコアの推
移 [60]と同様であり、評価対象に価することがまず確認された。各群間に有意
差が認められたことと、実験 1 の結果 control の関節炎スコアは 0 であったこ
とから、関節炎スコアのみからでは誘発後 1 週で関節炎の判定が可能（肉眼的
に診断可能）であることとなる。また病理組織学的評価（滑膜炎スコア）にお
いても誘発後 1 週と 2 週の間に有意差がみられ、control の滑膜炎スコアを 0
と考えると病理組織学的にも 1 週で関節炎の判定が可能であることとなる。 
	 蛍光強度比からは、control と誘発後 1 週に有意差が認められなかったこと、
1週と2週の間に有意差が認められたことから、蛍光強度比のみからであれば、
関節炎誘発後 2 週で関節炎の判定が可能であるといえる。 
 本実験において、肉眼的・病理組織学的には関節炎誘発後 1 週で判別可能であっ
たが、蛍光強度比においては誘発後 2 週で判別可能と 1 週遅れた結果となった。し
かし蛍光輝度のみに注目してみると control では全例足関節の蛍光輝度上昇がみら
れないのに対し、誘発後 1 週の画像では蛍光輝度が上昇している個体がみられ、こ
れらの個体は関節炎を発症していると考えられる。母集団の数を増やして解析をすす
め、蛍光強度比や蛍光強度変化率から誘発後 1 週で関節炎を検出できる可能性が
ある。また誘発後 2年の観察では、肉眼的な関節の変形が強いのにもかかわらず、蛍
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光輝度・強度比の上昇は認めず、病理組織学的に滑膜の消失を認めている。これら
のことから ICG ラクトソームによる近赤外蛍光イメージングは、早期関節炎の検出に加
えて、関節炎の活動性も評価できる可能性があることが示唆された。 
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第 6 章 本研究の限界と今後の展望 
 
本研究の限界  
・ 実験 1 において、ICG ラクトソームの局在は外科的組織切除による macro
での評価しか行えておらず、実際に滑膜に局在し他の組織に存在しないかど
うかの証明は行えていない。PDT をさらに安全に行うためには ICG ラクト
ソームの存在する境界を明確にすることが必要であり、ナノ粒子の観察が行
える電子顕微鏡による蛍光部位組織の評価が必要である。 
・ 本研究では RA モデルマウスの関節炎に関して評価を行ったが、診断上 RA
と、変形性関節症など他の関節炎を鑑別するものではない。ICG ラクトソー
ムは non-targeting probe であるが、RA 滑膜炎に特異的なものとするために
は抗原、タンパク分解酵素、リンパ球など RA 滑膜炎に特異的な物質を標的
とする active targeting probe の開発が必要である[60]。 
・ 実験動物における関節炎は進行が早く、早期関節炎の定義が困難である。実
験 2 では関節炎誘発後 1 週・2 週での評価を行ったが、さらに早期での検討、
母集団の数を増やして蛍光輝度、蛍光強度比、病理組織学的所見（滑膜炎ス
コア）の対比による評価が必要である。 
・ ラクトソームの同一個体への第 1 回目の投与に対して、第 2 回目の投与は肝
  30 
臓で捕捉され血中から早期に消失することが明らかになっている[61]。これ
は T 細胞非依存性の B 細胞性免疫反応によって抗ラクトソーム IgM 抗体、抗
ラクトソーム IgG3 抗体が産生するためである。このような薬物動態学的変
化は他の高分子ミセルにおいてもみられ、ABC 現象（accelerated blood 
clearance  phenomenon）と呼ばれている。しかし高容量の薬剤投与の場合
B 細胞が活性化されず、免疫寛容が起こるため ABC 現象が抑制される。ラク
トソームにおいては、マウスの実験で高容量投与による ABC 現象の抑制が
確認され、また毒性もみられていない[34]。本研究ではこの報告を超える高
容量投与を行っているが、ICG ラクトソームを複数回投与時の蛍光強度変化
や有害事象の検討が必要である。 
 
今後の展望  
	 我々の先行研究は、腫瘍に対し ICG ラクトソームを用いて光線力学療法
（photodynamic therapy：PDT）を行ってきた。PDT は腫瘍親和性光感受性物
質が有する①腫瘍組織・新生血管への特異的な集積性（EPR 効果）と、②特定
の波長の光の暴露により光エネルギーを吸収して励起状態に転位し、再度基底
状態に戻る事によって生じる一重項酸素やフリーラジカルの細胞破壊効果、の
２つを併用し、腫瘍組織を選択的に死滅させる治療法である。ICG に対し使用
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される近赤外光は、現在使用されているフォトフリン®やレザフィリン®といっ
たポルフィリン系化合物より長波長帯にあり、生体への深達度が大きい（20〜
40 mm）、投与後の遮光の必要がない、という利点を持つため体外照射による
低侵襲な光線力学療法が可能となる。今後 ICG ラクトソームを用いた PDT に
よる関節炎抑制について研究を進め、近赤外蛍光イメージングと組み合わせ、
診断に加えて同時に加療が行えるか検討していきたい。 
	 最終目標は PDT の臨床使用であり、ICG ラクトソームの薬剤としての開発
を進め、小関節においては「外来通院にて短時間で行える新加療」、大関節にお
いては「関節鏡と近赤外レーザー焼灼の組み合わせによる滑膜切除効果増強」
と、低侵襲に局所の関節炎を加療する方法として発展させ、関節炎による QOL
低下を減少させることに寄与していきたい。 
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第 7 章 結論 
 
	 RA モデルマウスにおける ICG ラクトソームを用いた関節炎の近赤外蛍光イ
メージングについて検討した。ICG ラクトソームは関節炎を発症した足関節に
集積し、近赤外蛍光イメージングが可能であることが明らかとなった。また早
期関節炎の検出や、関節炎の病勢を反映するのに有用であり、新たな早期診断
の手法となる可能性が示唆された。  
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第 8 章 図表 
 
 
図 1．ナノ粒子の EPR（Wnhanced Permeability and Retention）効果（文献[22]
から転載） 
A：正常組織のシェーマ	 B：腫瘍組織のシェーマ 
C：正常ラットの頚動脈洞の走査型電子顕微鏡画像 
D：腫瘍移植ヌードマウスの走査型電子顕微鏡画像。正常な壁構造ではない微
小血管の増生を認める。 
 
 
  34 
 
図 2：ICG ラクトソーム（文献[34]より転載） 
(a) poly(Sar)64-block-PLLA30 の化学構造 
(b) ICG-PLLA30 の化学構造 
(c) 高分子ミセル「ICG ラクトソーム」 
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図 3．Xenogen IVIS Spectrum（PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA）とその
内部構造 
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図 4． 
A：足関節における径 3.5 mm の関心領域 ROI（Region Of Interest）値の測定 
B：A の足関節部位拡大画像 
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図 5．SKG / Jcl マウス雌、14 週齢での関節炎スコア。関節炎群は 8 週齢で
mannnan 20 mg を投与し関節炎を誘発した。関節炎群は肉眼的に関節炎を確認
可能で、関節炎スコアの上昇がみられた。 
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図 6．SKG / Jclマウス雌、14週齢での肉眼的所見。関節炎群は 8週齢でmannnan 
20 mg を投与し関節炎を誘発した。control 群(B)に比較し，関節炎群(A)は関節
の腫脹が明らかである。 
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図 7．Hematoxylin and Eosin（H&E）染色 （× 40） 
A：control（14 週齢） 
B：関節炎誘発後 2 週（10 週齢） 
C：関節炎誘発後 4 週（12 週齢） 
D：関節炎誘発後 6 週（14 週齢） 
control に比し、誘発後の経過週数が増すと滑膜細胞層の肥厚と炎症細胞の浸潤
（白矢印）が強くなっている。 
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図 8． Safranin O 染色	 （× 40） 
A：control（14 週齢） 
B：関節炎誘発後 2 週（10 週齢） 
C：関節炎誘発後 4 週（12 週齢） 
D：関節炎誘発後 6 週（14 週齢） 
control に比し、誘発後の経過週数が増すと関節面（白矢印）の染色が減少し、
軟骨プロテオグリカンが減少していると考えられる。 
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図 9．Toluidine Blue 染色（× 40） 
A：control（14 週齢） 
B：関節炎誘発後 2 週（10 週齢） 
C：関節炎誘発後 4 週（12 週齢） 
D：関節炎誘発後 6 週（14 週齢） 
control に比し、誘発後の経過週数が増すと関節面（白矢印）の染色が減少し、
軟骨細胞が減少していると考えられる。 
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図 11． 
A：ICG 投与後の IVIS Spectrum 画像。上段 control、下段関節炎誘発マウス。
両群とも 10 分後以降速やかに肝臓へ集積し、関節・全身への集積はみられず、
24 時間後には体内から消失している。 
B：ICG ラクトソーム投与後の IVIS Spectrum 画像。上段 control、下段関節炎
誘発マウス。関節炎群は 3 時間後より足関節の蛍光強度上昇がみられるが、
control 群では上昇がみられない。関節炎・control とも 48 時間後においても全
身の蛍光強度が上昇している。 
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図 12．ICG ラクトソーム投与後 24 時間の肉眼的所見(A)と同時撮影の IVIS 
Spectrum 画像(B)。A、B とも左が control、右が関節炎誘発マウス。関節炎誘
発マウスの足関節に蛍光強度増強がみられるが、control ではみられず、その違
いが明瞭となっている。 
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図 13．ICG 投与における control 群と関節炎群の蛍光強度比 
蛍光強度比は両群とも投与直後が最大で、10 倍に満たず、統計学的有意差を認
めなかった (Mann-Whitney’s U-test P<0.05)。 
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図 14．ICG ラクトソーム投与における control 群と関節炎群の蛍光強度比 
関節炎群の蛍光強度比は最高で 150 倍近くまで上昇したが、control 群は 50 倍
未満であった。関節炎群の蛍光強度比が、各時間で統計学的に有意に大きかっ
た(Mann-Whitney’s U-test P<0.05)。関節炎群内での蛍光強度比の比較において
は、ICG ラクトソーム投与後 24 時間で蛍光強度比はピークを迎え、その他の
時間より統計学的に有意に蛍光強度比が大きかった(Wilcoxon 符号付順位和検
定 P<0.05)。 
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図 15．外科的組織連続切除における蛍光輝度の変化 
A・B：皮膚切除後、矢印は筋露出部筋 
C・D：筋切除後、両矢印は骨露出部 
E・F：関節包・滑膜切除後 
皮膚切除・筋切除よる蛍光強度の変化はみられないが関節包・滑膜切除による
蛍光強度の低下がみられる。 
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図 16．下肢皮膚切除による蛍光強度（白線部より遠位の皮膚を切除） 
単純 X 線と比較し、膝関節の位置でも蛍光輝度が上昇していると考えられる。 
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図 19．組織連続切除時の蛍光強度比（6 匹 12 肢） 
皮膚切除前・皮膚切除後・滑膜切除後すべて蛍光強度比の間に統計学的有意差
がみられた(Wilcoxon 符号付順位和検定 P<0.05)。皮膚には蛍光物質が存在せ
ず、皮膚はそれより深部に存在する蛍光物質を遮蔽していると考えられ、蛍光
強度比の低下から関節包に蛍光物質が存在すると考えられる。 
 
 
 
 
  49 
 
図 20．先行研究の乳癌骨転移モデルにおける ICG ラクトソームを用いた蛍光
イメージング画像 
A：ラット乳癌脊椎転移モデル（文献 40 から転載） 
B：BALB/c-nu/nu マウス脛骨乳癌転移モデル（共同研究者の塚西敏則博士より
提供） 
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図 21．関節炎誘発後 1 週、2 週、6 週、2 年における関節炎スコア 
本実験での関節炎スコアは過去の SKG/Jcl マウスの関節炎誘発後の推移と同様
であった。また各群間に統計学的有意差を認めた。 
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図 22．A：14 週齢 control、B：関節炎誘発後 1 週、C：関節炎誘発後 2 週、D：
関節炎誘発後 6 週、E：関節炎誘発後 2 年の SKG / Jcl マウスにおける ICG ラ
クトソーム投与後 24 時間の IVIS Spectrum 画像と蛍光強度比。 
A の control では足関節の蛍光輝度上昇は全例みられない。B・C の誘発後 1・2
週においてはの足関節に蛍光輝度の上昇がみられる個体とみられない個体、片
側のみ蛍光輝度上昇がみられる個体が混在している。D の誘発後 6 週では全例
で足関節の蛍光輝度が上昇している。E の誘発後 2 年では足関節蛍光輝度上昇
は全例みられない。 
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図 23．14 週齢の control と、8 週齢で関節炎を誘発し、1 週・2 週・6 週・2 年
飼育した SKG / Jcl マウスの、ICG ラクトソーム投与後 24 時間での蛍光強度
比 
・control、関節炎誘発後 1 週関、節炎誘発後 2 年の間に有意差はみられない 
・関節炎誘発後 2 週と 6 週の間に有意差はみられない 
・関節炎誘発後 1 週と 2 週の間には有意差がみられる 
これらから関節炎誘発後 2 週で蛍光強度比から関節炎発症が判別可能で 
ある。 
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図 24．HE 染色における代表的滑膜炎スコア（× 40 黒矢印間の滑膜で判定） 
A：誘発後 1 週。滑膜細胞 2〜4 層、炎症細胞浸潤なし、滑膜炎スコア 1 + 0 = 1。 
B：誘発後 2 週。滑膜細胞 4〜9 層、炎症細胞浸潤軽度、滑膜炎スコア 2 + 1 = 3。 
C：誘発後 2 週。滑膜細胞 4〜9 層、炎症細胞浸潤重度、滑膜炎スコア 2 + 3 = 5。 
D：誘発後 2 年。滑膜消失。 
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図 25．関節炎誘発後 1 週と 2 週における滑膜炎スコア 
関節炎誘発後 1 週の平均値は 1.41（±0.88）、2 週は 3.25（±64.17）で統計
学的有意差を認めた。 
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